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論 文 内 容 要 旨
序 論
コレステロールや中性脂肪はリポタンパクとして血中を輸送され、末梢細胞
や肝細胞表面に存在す る特異的なレセ プターに結合 して取 り込まれ、代謝され
る。最も構造 と機能の明 らかな低比重 リポタンパク(10wdensityhpoprOtein,
LDL)レセプターはコレステ ロール運搬体で あるLDLを結合 し、細胞内に取 り
込み、代謝することによ り、体内のコレステロールホメオスタシスを維持 して
いる。LDLレセプター はアポB100と共 にアポEも認識するにも関わ らず、:LDL
レセプターを欠損する家族性高コレステロール血症や渡辺遺伝性高脂血症ウサ
ギではアポEリポタンパクは正常に代謝され、アポEに特異的なレセプターがこ
れを担 うことが示唆されてきた。
コレステ ロールは神経膜 の重要な構成成分であるが、神経系のコレステロー
ル代謝 は非神経系以上 に明 らかではない。末梢 神経系では神経切断によ り:LDL
レセプターの生合成が顕著 に高進 し、LD:Lレセプターにより取 り込まれたコレ
ステロールは神経細胞の再生に利用されるが、LDLレセプター欠損による神経
系の障害は知 られていない。
アポEは 肝臓 に次いで脳 に高 く発現 し、脳脊髄液中に高比重 リポタンパク
(HDL)として存在する。中枢神経系におけるアポEの役割は不明であるが、神経
細胞膜 やミエ リン膜の維持や再生、修復:に必要なコレステロールの供給に機能
していると考えられている。
アポEを特異的に認識する レセプター として超低比重リポタンパク(▽LDL)レ
セプターが同定 されたが 、V:LDLレセプター欠損 も神経系に何も影響を与えな
いことが示 され、第2の脳 に特異的に発現するアポEレセプターの存在が示唆さ
れてきた。
本研究では、脳におけるアポE代謝 とその異常を明らかにする目的で、アポE
レセプター2と名づけた第2の脳 に特異的 に発現す るアポEレセプターを見つけ、
その構造 と発現、性質 と機能を明らかにした。
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第 一 章 ア ポEレ セ プ ター2の 構造 と発現
新 しいアポEレ セ プター2を コー ドする ヒトcDNAは、LD:Lレセ プター と
VLDLレセプターの細胞質 ドメインに完全に保存されるコーテ ッド・ピッ ト・
シグナル配列、FDNPVY、に対するオリゴヌクレオチ ドを用 いて単離 した。
LDLレセプターを欠損する1d腔一襯 胞にcDNAを導入 し、リガンド特異性を解
析 した結果、 アポB100をもつLDLに対 しては著 しく親和性が低 く、アポEリポ
タンパクである β一VLD:Lを高い親和性で結合 し、細胞内に取 り込む ことが示 さ
れた(Fig.1)。新たに見つけられたアポEレセプターをアポEレセプター2と名づ
け、その構造を明らかにした。
アポEレセプター2の構造はcDNAの全堪基配列の決定により明 らかにされ、
LDLレセ プター とV:LDLレセプターと共通 した5つの機能 ドメインを有するこ
とが示された(Fig.2)。また、3つのレセプターのリガン ド結合 ドメインとEGF
前駆体相 同 ドメイ ン、細胞質 ドメイ ンは高度のアミノ酸同一性 を有 し、機能的
に重要であることが再確認された。アポEレセプター2のリガン ド結合 ドメイン
はLD:Lレセプター と同様に7個の繰 り返し配列を有するが、繰 り返 し配列を隔
てる リンカーは8個の繰 り返 し配列を持づVLDLレセプター と同じ位置 に存在
し、LDLレセプターよりVLDLレセプターに対 して高いアミノ酸同一性 を示 し
た。 また、アポEレセプター2の細胞質 ドメイ ンにはLDLレセプター とV:LDLレ
セプターには存在 しない59アミノ酸の挿入配列が存在 した。
ヒ トの組織特異性をノーザ ンプロテイングにより解析 した結果、アポEレセ
プター2mRNAは脳 と胎盤iにのみ検出され、他の臓器には発現 して いないこ と
が示 された(Fig.3A)。ウサギではヒト同様に脳に最 も高 く、精巣 と卵巣に検出
され る以外、どの組織にも発現 していないことが示された(Fig.3B)。脳内の局
在性 をラツト脳標品を用いた血sf亡uハイブリダイゼーション法によ り解析 した
結果、アポEレセプター2rnRNAはプルキニエ細胞 と海馬、脈絡膜叢、嗅球に高
い発現が観察された(Fig.4)。
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第二 章 アポEレ セ プ ター2の 遺 伝 子:解析 と発 現 調 節
ヒト染色体標本を螢光 加s伽 ハイブリダイゼーション(FISH)法で解析 した
結果、アポEレセプター2遺伝子 は第1番染色体p34にマップされる単一コピー
の遺伝子であることが明 らかになった(Fig.5)。ヒトアポEレセプター2遺伝子
構造を明らかにした結果、アポEレセプター2に特有 な細胞質 ドメインの挿入
配列 をコー ドするエ クソン とVLDLレセ プターに特有な リガン ド結合 ドメイ
ンの繰 り返 し配列をコー ドするエクソンを除き、VLDLレセプター遺伝子 と
全 く同一のエクソン/イン トロン構成を有 していることが示 された(Fig.6)。
従って、アポEレセ プター2も含 め3つのレセプター遺伝子はほぼ同一のエ ク
ソン/イン トロン構成を有 することと、アポEレセ プター2はLDLレセプター
遺伝子 よりVLDLレセプター遺伝子 により近縁で毒ることが示された。
アポEレセプター2遺伝子の転写開始点を、primerextとnsion法とRr-PCR
によって解析した結果、翻訳開始コ ドンの236塩基上流に転写開始点がマ ップ
された(Fig.7)。アポEレセプター2遺伝子の転写開始点の5上流には典型的な.
Sp1結合モチーフとEGFの負の転写 を調節する㏄ 因子 の結合モチーフ、AP2
結合モチーフ、脳特異的転写 因子 の1つであるPEA3の結合 モチーフが見つけ
られた(Fig.8)。
ラッ ト副腎がん細胞PC12細胞 を神経成長因子(NGF)により神経様細胞に分
化 させ、アポEレセプタ 」ー2mRNAの発現量 の 変化 をノーザ ンプロッテイング
により:解析 した結果、NGF添加3時間後、発現量が2.5倍増加し、24時間以上
保たれることが明らかにされた(Fig.9)。
アポEレセプター2遺伝子 の転写調節領域 をルシフェラーゼ遺伝子 と融合 し、
PC12細胞を用いて解 析した結果 、翻訳開始コ ドンの149から437塩基上流 に
PC12細胞の分化に伴う転写誘導に必要な配列が存在することが示された(Fig.
10)a
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第 三 章 ア ポEレ セ プ ター2の 分 子 種 とそ の性質
マ ウスのアポEレセ プター2cDNAを解析 した結果,8個の繰 り返 し配列を有
する分子種の存在が明らかになった(Fig.11)。また、ニワ トリの脳に発現する
LR8Bと名づけ られたアポEレセプター2ホモログにも8個の繰 り返 し配列が見 ら
れるが、ヒ トの脳で は繰 り返 し配列8を持つ分子種は全 く検 出されなかった。
VLDLレセプター と同 じ8個の繰 り返し配列を持つアポEレセプ ター2分子種 が
マウスに存在 する ことは、 アポEレ セプター2がLDLレセプターよ りむ しろ
VLDLレセプターに類似す るという遺伝子解析 と合致すると共 に、進化の過程
で繰 り返 し配列が1つ失われた ことを示している。
ヒト脳のmRNAをRT-PCR法により解析 した結果、繰 り返し配列1から7を全
て持つ分子種 と、7を欠損する分子種、4から6を欠損する分子種をコー ドす る3
種類のmRNAが存在することが示された。同様にマウスの組織 には、繰 り返し
配列1か ら8を全て持つ分子種と、8を欠損 した分子種、4か ら6を欠損 した分子
種、4から6と8を欠損 した分子種 をコー ドする4種のmRNAの存在が示 された
(Fig.12A)。また、細胞質領域をRr-PCR法によ り解析した結果、ヒトとマウ
ス共に、59アミノ酸の挿 入配列が存在する分子 種としない分子種をコー ドする
2種類のmRNAが存在することが示された(Fig.12B)。
ヒ トに発現する3つの分子 種のβ』VLDLに対する親和性を1251標識 β」VLDL
を用いて解析 した結果、繰 り返 し配列の4から6を欠損 した分子種(h-apoER2-
3R)も繰 り返 し配列1か ら7を全て持つ分子種(h-apoER2-7R)もほぼ同一の親和
性を持つ ことが示された(Fig.13A)。同様にマウス分子種を解析し、繰 り返 し
配列1か ら8を持つ分子種(mrapoER2-8R)も繰 り返 し配列1から7を持つ分子種
(mrapoER2-7R)もほぼ同一の親和性を示すことが明らかになった(Fig.13B、
13C)a
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第 四章 アポEレ セ プ ター2遺 伝 子 の分 子 進 化
種々の動物のアポEレセプター2mRNAのリガン ド結合 ドメインを解析した
結果、マウス とウシ には繰 り返 し配列8を持つ分子種が検出されるが、マーモ
セ ッ トやヒ トのような霊長動物 には全 く検出 されな いことが示された(Fig.
14)。マウスのアポEレセプター2遺伝子を解析 した結果、マウスのレセプター
の繰 り返 し配列8はエクソン6と7の間に存在する単 一エクソン(エクソン6')に
よ りコー ドされることが示された。 このエクソンを除 きマウス遺伝子 のエク
ソン/イントロン構成 はヒ トとほぼ同一であった(Fig.15A)。種々の動物のア
ポEレセ プター2遺伝子 を解 析をした結果 、繰 り返 し配列8をコー ドす るエク
ソン配列は発現のな いヒ トとマーモセ ッ トにも存在す ることが明らか になっ
た。 しかしなが ら,エ クソン配列の3'末端に2塩基(TG)が欠損 して いること、
スプライシジグ ドナーサイ トの3番 目と8番目のAが共にGに置換されているこ
とが明らかになった(Fig.15B)。
次 に霊長 動物のアポEレセプター2遺伝子に見 つけられた2塩基の欠損 とス
プライシング ドナーサイ トの塩基置換がスプライシングにどのように影響を
あたえるかをエクソ ントラッピング法 を用いて解析 した。欠損 と塩基置換を
持つ ヒト遺伝子断片 と加v伽omutagenesis法によ り改変した種々のエクソ
ントラッピング ・プラス ミドをCOS細胞に導入 し、RT-PCR法により解析し
た結果 、スプライ シング ドナーサイ トの3番目と8番目のアデニンか らグアニ
ンに置換されることによ り、致命的欠損を持つ繰 り返 し配列8をコー ドするエ
クソンがスキップされることが示 された(Fig.16)。
エクソンートラッピングの結果か ら示唆されるアポ耳レセプター2遺伝子の進
化の過程で起 こったエクソン喪失のメカニズムをFig.17に示した。非霊長動
物ではリガン ド結合 ドメインの繰 り返 し配列8をコー ドするエクソン6篭がスプ
ライスインされるのに対 し、霊長動物ではスプライシングドナーサイ トの3番
目と8番目のAが 共にGに 置換 されることによ り、エクソンスッキピングされ、
致命的欠損 を持つ繰 り返 し配列8がスプライスアウ トされることが示唆された。
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アポEレセプター2遺伝子に見つけられたエクソン喪失 による進化は、アポE
レセ プター2とほぼ同一の遺伝子構造を持つLDLレセプターやVLDLレセ プタ
ーにも起 こった と予想された。ショウジョウバエのヴィテロゲニンレセプター
(VTGR,yolkless)は、ニワトリのVLDLレセプターと同様に卵形成を担ってい
る。ショウジョウバエVTGRと脊椎動物のアポEレセプター2とLDLレセプター、
VLDLレセプターの構造を比較すると、VTGRのカルボキシ側半分はVLDLレ
セ プターと極めて類似 した構造を持つ ことが注 目される(Fig.18)。ショウジョ
ウバエのゲ ノムペースにはアポEレセプター2やLDLレセプター、VLD:Lレセプ
ター の存在は知 られず、これ ら3つの類似 した脊椎動物の遺伝子の祖先 はシ ョ
ウジ ョウバエのVTGR遺伝子のような構造を持ち、エクソン喪失が起 こる こと
によ り、現在の遺伝子 に進化 してきたのではないか と予想された。
要 約
本研究では、アポEを特異的 に認識する新 しいアポEレセプター2を見つけ、
以下の ことが明らかになった。
1.アポEレセプター2は、LDLレセプターやVLDLレセプターと同じ機能 ドメイ
ンを共有し、脳に特異的に発現することが示された。
2.ヒトアポEレセプター2遺伝子 は、第1番染色体のp34に存在 し、LDLレセプ
ター とVLDLレセ プター遺伝子 とほぼ同一のエクソン/イン トロン構 成を有
していることが示された。また、PC12細胞 の分化 に伴う転写誘導に必要な
領域がマップされた。
3.アポEレセプター2は選択的なスプライシングによりリガン ド結合 ドメインの
繰 り返 し配列の数が異なる複数の分子種が存在す ることが示された。 また、
β一V:LDL結合には繰 り返 し配列1-3のみで十分であることが示された。
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4.非霊長動物には繰 り返し配列8を持つ分子種が存在するが、霊長動物ではエク
ソンスキッピングによりこの分子種がなくなったことが明らかになり、アポ.
Rレセプター2遺伝子はエクソン喪失により進化した可能性が示された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
コ レステ ロールや中性脂肪 は血 中をリポ タンパ クとして輸送 され,特 異 的 レセ プターに結合 して細胞
内に供給 される。 コレステロール代 謝を担 うL肌(低 密度 リポ タンパ ク)レ セプ ターの異常 は,人 類で
最 も頻度 の高 い家族性 高 コレステロール血症 を引 き起 こ し,動 脈硬化 の原 因とな っている。 また,ア ポ
Eを特異的 に認識す るVLDL(超 低密度 リポタンパ ク)レ セ プターは鳥類 では卵形成 を担 い,そ の異常
は繁殖 を損 な うと共に高脂血症 を引 き起 こす。脳神経細胞の増殖 や機能維持 に重要 であ るコレステロー
ルは脳 のアス トロサ イ トか らアポE一コレステロール として分泌 ・輸 送 されるが,そ の レセプターは今 ま
で不 明であ った。本研究 は,脳 に特異的 に発 現す る新 しい レセプター(ア ポEレ セプ ター2)を 見つ
け,そ の解析 を行 った ものである。
アポEレ セプ ター2は,LDLレ セプ ターとVLDL、レセプター同様 に,5つ の機能 ドメイ ンを有 して
いた。 アポEレ セプター2はアポE含 量の高い β一V:LDLを高親和性 に結合 し,細 胞内へ取 り込んだ。 ア
ポEレ セ プター2は脳 に特異 的 に発現 し,脳 以外 の組織 では生殖 器官 であ る精巣 と卵巣 に検出 され る以
外,ど の組織 に も発現 していなか った。 また,ラ ッ ト脳 をinsi七uハイブ リダイゼー シ ョン法に よ り解
析結果,Purki煽夢細胞,海 馬,脈 絡膜叢,嗅 球 に高 い発現が観察 され た。
ヒ トアポEレ セプター2遺伝子は第1番 染色体p34にマ ップされる単一 コピーの遺伝子で,そ の構造解
析結果か ら,3つ の レセプ ター遺伝子 はほぼ同一のエ クソン/イン トロン構成を有する ことと,ア ポEレ
セプター2はLDLレ セプター遺伝子 よりVLDLレセプター遺伝子に より近縁であることが示 された。 ま
た,ア ポEレ セプター2遺 伝子の転写 開始点 とPC12細胞の分化 に伴 う転写誘導 に必 要な領域が明 らか
になった。
種々の動物 のアポEレ セプ ター2mRNAの リガン ド結合 ドメイ ンを解析 した結果,マ ウス とウシに
は繰 り返 し配列8を 持 つ分子種が検 出 され るが,マ ーモセッ トや ヒ トの ような霊長動物 には全 く検 出 さ
れないこ とが示 された。 これ らの動物 のアポEレ セプター2遺 伝子 を解析 をした結果,繰 り返 し配列8
をコー ドするエ クソン配列は発現 のない ヒ トとマーモ セ ッ トに も存 在す るが,エ クソン配列 の3'末 端
に2塩 基(TG)が欠損 してい るこ と,ス プライシング ドナーサ イ トの3番 目と8番 目のAが 共 にGに 置
換 されている ことが明 らかになった。その結果,繰 り返 し配列の8番 目をコー ドす るエ クソンがスキ ッ
プ され,ヒ トとマーモ セ ッ トでは繰 り返 し配列 の8を もつ分子種 が排 除 されるこ とが示唆 された。
アポEレ セプター2遺 伝子 に見つけ られたエ クソン喪失 による進化 は,ア ポEレ セプター2と ほぼ同
一 の遺伝 子構造 を持つLDLレ セプ ターやVLDLレ セプターに も起 こった と予想 された。 シ ョウジ ョウ
バ エの ヴィテロゲニ ンレセ プター(VTGR)と 脊椎 動物 のアポEレ セプ ター2とLDLレ セプ ター,
VLDLレセプ ターの構造 を比較す る と,VTGRの カルボキシ側半分はVLDLレ セ プター と極め て類似
した構造 を持つ ことが注 目される。シ ョウジョウバエのゲノムペース にはアポEレ セプター2やLDLレ
セプター,VLDLレ セプ ターの存在 は知 られず,こ れ ら3つ の類似 した脊椎動物の遺伝子の祖先 はシ ョ
ウジ ョウバエのVTGR遺 伝子 の ような構造 を持 ち,エ クソン喪失が起 こる ことにより,現 在の遺伝子に
進化に してきたので はないか と予想 された。
この ように,新 たに見つ けたアポEレ セプター2の 分子解析 を行 った本研究 は,今 後,脳 のコレステ
ロール代謝 を明 らか にする研究の発展 に貢献す るところ大であ る。 よって審査員一同は本論文の著者が
博士(農 学)の 学位 を授与 されるに値す るもの と判定 した。
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